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研究概要
1 . Ccwo[ ocE u∫ ne Ojbr m a 71Sの プ ロ テ オ ー ム解析
C･ n e ofo r m a72S細胞破砕抽出液を用 い て , 二 次元電気泳
軌 タ ン パ ク 質スポ ッ ト の解析 (分取ス ポ ッ ト確定後 一
泳動. 分取. ゲ ル 内消化), ア ミ ノ 酸配列解析 , 質畳分
析 , デ ー タ ベ ー ス 解析など プ ロ テ オ ー ム 解析を進め つ つ
ある . また
. 菌株や培養条件の 異な っ た酵母プ ロ テ オ ー
ム の 変動を探索する目的で , 酵母破砕抽出液の 二次元電
気泳動を行 い . 発現畳 の増減の 顕著な スポ ッ トの検嵐
同定, 解析を進めて い る.
2
. 吻 加 ocrus n e申r m L2nSの 細胞周期制御の分子機構解析
我々 は. こ れまで に. 病原性酵母 C. n coPr m朗 J に は,
特異な細胞周期制御現象が観察されることを明らかにし
て 来たが. 更に. 真核細胞の細胞周期制御機構の 中心分
子と考えられて い る. サイケリ ン依存性キナ - ゼ Cdk-1
(C a 28)に つ い て. 本菌より, その cD N A, 遺伝子をク ロ ー
ニ ン グ し. 解析を進めて い る.
3 . Cり少加 occw 〝e cfw m a かJの 同調培養法の開発, 解析
C･ n e ofQrm n n Jは培養液中の 溶存酸素畳の 減少により,
出芽が抑制されると い う性質を見出した. こ の 性質を利
用 し, 本菌 の 同調培養に成功し. 報告した. 現在 こ の手
法を用 い て細胞周期の 解析を行 っ て い る. また . 本法で
得られる各細胞周期の 同調培養細胞で発現して い るタ ン
パ ク質の比較プ ロ テ オ ー ム 解析を日精して い る .
4 . 危険度の高 い痛原兵衛の安全な電子顕微鏡観察法
急速凍結法を用い た凍結置換法は, 其菌 の自然な細
胞構造を高 い解像度で観察できる優れた方法と して広く
用 い られてきた. しか し コ ク シ ジオイデ ス ･ イ ミ チ スな
どの感染性の高 い其薗を, 生 で急速凍結する ことは危険
であり, 何らか の 工夫が必要で ある. 我 々 は菌をグ ル 夕
ル ア ル デ ヒ ドで処理して か ら急速凍緒を行なう ことによ
り, 安全で か つ 生 で急速凍結した像に近 い 明瞭な像を得
るこ とが できる ことを見出 した.
5 , CrmtocoECu S n e Ofo r m ans の 紡錘棲体と細胞周期に関す
る研究
こ れまで の凍結置換放と連続超薄切片法を用 い た電子
霧徴鏡的研究か ら
.
a. n eofo r m a7'Sの 紡錘極体は , l) 聞
期にお い て は核膜の外側に局在し, ダ ン ベ ル状または棒
状を呈すること, 2)核分裂初期に膨潤し. 多くの細胞
質微小管と会合を始める こと. 3) 中期 ー 後期には円盤
状を呈し, 多く の核微小管と会合し, 紡錘体橿に位置す
る こと. 4) 終期の終わりには核膜の 外側に位置し. 球
状を呈する こと. 5) 紡錘極体の複製は,W 胞分裂のすぐ
後にお こ る と推定され る こ となどが明らかにな っ た .
本年は. 細胞周期 にお ける紡錘極体 の 動態と, 棉
D NA 合成, 出芽との 関係を見るため に, 指数増殖期に
おける い ろ い ろな芽の大きさの細胞の観察塀度と D N A
畳の 測定, レ - ザ - ス キ ャ ニ ン グサイ トメ ー タ ー に よ
る Gl, S, G2 期の細胞の割合測定を行な っ た . また母細
胞と娘細胞の それぞれの倍加時間を測定するために, 指
数増殖期の 細胞群を位相差顕微鏡で タイム ラ ブ ス撮影
を行な っ た , こ れらを総合的に解析するこ とにより, ど.
n e of r m LZn Sの 細胞周期の 全体偉を明らかにした い .
6. 好熱性糸状菌 丁》c r m oasr uso w D ntiG Cu Sの 細胞内微細構
造
T a u m nia c w は ア ン プ ンや ユ タ ノ ー )I,添加液体培地
で, 棒銀を有するカタラ ー ゼを柵胞外に多生に生産し.
工菜的に有用な貴簡である , 酵素生産の微細構達的基盤
を 明らかにするために, 本菌を ペ クチ ン培地で培養し,
凍結置換法により電子顕微鏡観察を行な っ た . その 籍
見 細胞内に べ ル オキシ ソ - ム と思われる構造が観察さ
礼, こ こ にカタ ラ ー ゼ が局在すると想定され た. 現在
さらに. こ の構達が ペ ル オキ シ ソ - ム である ことを証明
するた 捌 こ, 凍結窟薄切片を用 い た免疫電顕を試み て い
a.
7 . (りtoE OCE uJ n COfDr m d,ZSの ハ イ ブリ ッ ドhistidin ekin as e
の 構造 ･ 機能解析
ハ イ プ1) ッ ド型histidin ekin as eは原核徴生軌 植物お
よび真菌に見出される シ グナ ル 伝達系タ ン パ ク質で あ
る. と こ ろ が, 動物 の ゲ ノ ム 中に はその 存在が知 られ
て いな い こ とから, 抗真蘭薬剤の タ ー ゲ ッ ト分子として
注目され て い る . C,Mbcocc u s n cofo,7n a nSの ゲ ノ ム配列を
網羅的に検索したと こ ろ . 本菌は 7個 の ハ イブリ ッ ド型
histidin ekl n aS e遺伝子をも つ こ とが明らかとな っ た 他
の其菌類は10- 20個の histidl ne kinase 遺伝子をも つ こ
とが知られ て い るが . 本菌は比較的少数の遺伝子を保持
する ことを示して い る . R T-P C R法を用 い て 7個 の 遺
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伝子の 発現の 検出を試みたとこ ろ
. 全て の 遺伝子の転写
が確認された. 全長 cD N Aの 配列を決定 し, 遺伝子の
コ ー ドする ア ミ ノ酸配列を推定しt=.
7 遺伝子 のうち, Ⅷ フ ァ ミ リ ー に 属す る遺伝子
C71N ＋K lに つ い て , 遺伝子破壊法を用 い た機能解析を
行 っ た. 取得された+ △c71jVLK l株は , 野生塾株と同等
の 増殖絶 交配能を有し, 細胞の 大きさ, カ プ セ ル の厚
さに差異は見られなか っ た
. また , △CnN ＋K Z株 は他の
其菌類の N K Z ファ ミ T) - 遺伝子欠規株と同様, フ ユ ニ
ル ピ ロ ー ル 系抗其蘭剤に対する耐性を呈したが , 他方,
浸透圧感受性を示さず. 本菌の C M K I遺伝子特有の機
能の 存在が示唆された .
8 . 藻類毒による中毒の研究
アザス ピ ロ 酸は 1995年に オ ラ ン ダで下 噺陸中毒症状
を引き起こ した新規トキ シ ン で ある . 本トキシ ン の 急
性毒性. 慢性毒性 発 ガン性に つ い て アイ ル ラ ン ド魔の
ム ラ サキイガイか ら分離されたアザ ス ピロ 酸を用 い て 動
物夷験に よる検討を行 っ た. 今後, 下痢性貝毒オカ グ酸
(O A). デイ ノ フ ィ ジ ス トキ シ ン (D T Xs) と同所的に
分離される ペ ク テ ノトキシ ン に つ い て も焦点を当てて研
究を進める予定である.
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4)Kopecka M, Gabriel M, Yarnagu chi M, Take oK,
Sv obo血 A:Cyto skeleto nin hurn arlPathoge nicycast8･ 日
本女子大学オ ー プ ン T) サー チ セ ン タ ー セ ミ ナ ー , 東
京, 2004.6.14.
5) 清水公徳: 糸状菌の 二 次代謝産物生産に関与する
蘇写因子の活性制御 , 第4回糸状菌分子生物学 コ ン
フ ァ レ ン ス
, 抄録集p p. 14-15, 2004. ll.14-15, 仙
台 .
5 . 一 般発表 (学会 ･ 研究集会など)
国際
i)K - n oto S,Yam a n aka Y,So no血 T, O hkus uM,flir an o
H
,
0 knda K,Tbke oK Pr ote o m e a n alysis ofCり少toc oEE uS
n eofor m a n s. Am eric a nSo cietyf♭r Microbiology,104th
Ge n e ral Me eting, Ne w Orlea n s,U S A,2004･5123-27.
2) O hku s uM, Kishida E, FujiiT/rke o K:T hick c apsule
v aria nts ofCりクtv [occw n eofQr m a WS a re 皿 O r e S u s c eptible
at 皿 ediu Trl a Cidi丘catio n･ A SM IO4 th Gene ral Me eting,
Ne wOrle a n s,U S A,2004. 5.23- 27.
3) Racla v sk7 V, Trtko v aI, Pa vlic ekJ, O hku s uM, Take o
K: Hypo xia r espo n s ein the basidio 皿アC etO u SYe ast
C仰 加 oEC 〝S neOfw m an ∫･ the32nd Ann 血 Confere n ce o n
Ye asts
,
Sm oleElic e(SIov akia),2004. 5.12-14.
4)Pavhc ekJ, O hknsu ” , Take o K Racl孔V Sky V‥Ⅰ皿 age
a n a17Sis a nd no w cyto m etfyin c ellcycle analysis of
CT潜 血 occH ∫n eOfo rm G n ∫. the32nd Ann ual Co nfle re n Ce O n
Ye asts
,
Sm ole nice(SIovakiよ),2004.5.121 4,
5) Ya m agu chi M: Dynamic s ofthe spindle pole body
in apathoge nic ye a st Crypfo co cu ∫ n c ofQ r m d n Sby
fre e z e- s ubstituio n a nds erial ultr athin se ctio ningele ctro n
zTlic ro s c opy･ 8th Asia -Pa cific Co rLferen c e o rlElectr o n
Micr o sc opy(8 A P E M), Pr o c eedings of 8 A P E M,pp･
1048-1049,Kan a z a w a,2004.6. 7111.
6) C hiba n aH, Ue n oK, Un oJ, O ka N, Nagas a w 乱N,
Ya･Tlagu Chi M, Nakaァ& 皿 aH, Miァaka w aY, C ho T,
Mik&miY:P hen o m eproje ctofpathoge nic fun9Cn ndz
l
da
u[uE 4 n ∫ a nd C･ glhbratG I T he 4th Amjilnter natio nal
Fo ru m o rLIdc ctio,Ia･1d rm m unit7,Aw aji,Japa n,Abstr act,
2004.8. 30-9. 2.
7)Ito E, S&take M, 0 fujiK, M cM ahon T, Ya su血 O tO T:
Acute andsuba cute 曲 cts ofa 2a SPir acidandpotentidi中
oftu m o rlge n eSisby rcpe a亡ed oral且drmiistratio n, 5
†h
intern atio nalc onferen ce orl mOlhscan she11丘sh safety,
Ab8tra CtP･159, Galw ay,Irehnd,2004･ 6.14-18.
8)Ishl W ata D, O hts 血 T, Saito Y, Yan ada Y, Ka w a m ot o
S
,
Andoh T:E 銑cts ofisofldr a n eon A TP-s e n sitiv eK
cha n n elsin rat subs也 n 血 nign 1 34 th Ann tla M e eting
of So ciety for Ne u ro s cl e n C e,Sa m Diego, U S A,20041 10.
23-27.
国内
1) 川本 私 大精美佐子, 園田智子, 山中路子, 平野
久, 奥田研爾, 竹尾漠漁: cb少Lo[occu s n c ojbr m a n∫の
プ ロ テ オ ー ム解析 第77回目本棚蘭学会給% , 日
本細菌学雑誌 59:227, 2004.
2) 川本 進: C7Mb[orcus n eofor m Gn ∫の 細胞周期制御分
子の構達哉能解析 第5回感染症研究施設四大学連
絡会議, 福岡, 2004. 10. 21.
3) 山口正視 , 大桶美佐子, 川本 進= 病原其菌電顕観
察の ため の 安全な凍結置換法. 第 48回日本医真蘭
学会総会, 其菌罷 45(増1): 98, 2004.
4) 斉 藤 史 人, 山 口 正 視, 池 田 玲 子‥ c仰b[oEEu [
nc4o r m a n3に対する SfwPhyhE OCC u3 G u re uSの 付着と殺菌
機構 . 第 48回日本医真商学会給金 , 真菌誌 45(増
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刊1号): 98
,
2 004.
5) 知花博 軌 上 野圭吾, 中山胎伸, 圃 奈緒 , 宇野
潤 , 長沢奈央子, 山 口正視 , 三 上 轟: 病原性 酵
母 Ca ndl
l
dG glabnGtq に お け るゲ ノ ム 制御計画 C G RP
(Ca wdz
-
daglob,Pta Ge n o m eReg血tio nProject). 第 27
回日本分子生物学会年会, プ ロ グ ラ ム ･ 静演要旨集
p. 518, 神戸 , 2004.12. 8-ll.
6) 川連愛徳, 森尾貴宏 , 山口正視 , 川本 う乳 田仲可
島: オ ー ト フ ァ ジ ー は 細胞性粘菌 pD;yQbo ndyh
T
y m
pa]Iidu m の 子葉体形成に は必須で あるが単細胞 の分
化に拝必須で はな い . 第 27 回日本分子生物学会年
乳 プ ロ グ ラ ム ･ 辞済要旨集p. 922, 神戸, 2004. 12.
8-ll.
7) 清水 公 徳 , Dri vinya Antr a, 竹尾 漠 治: c砂Iw occ w
･ eofw mu n ∫の 温度感受性に関する遺伝子の 同定お よ
び機能解析 . 第 2回感染症若手研究者沖縄 フ ォ ー ラ
ム
, 予構集p.55, 那覇, 2004. 12.12-14.
8) 清 水 公徳 , Drivinya Antra, 書 見 乳 田 中千尋 :
Ornto EOEE uS n eOjbr7n O n Sの Histidin ekin a seを コ ー ドす
る遺伝子 CnN ikl の解析 . 日本蘭学金策48回大会,
予稿集p. 79, 長崎, 2004. 5. 29-30.
9) 清水公徳 , Drivhya Antra, 書見 啓 , 田中千尋 , 川
本 進 : oガ 加 occ us n eqor m a uJCn M l の構遭 ･ 機能
解析 第 48回日本医其蘭学会総会, 真菌罷 45(増
1): p. 94, 2004.
国際交涜
1
. 共同研究
1) 川本 進, 山口正視 , 清水公徳: 分裂酵母の遺伝学
的, 細胞生物学的研究 (ハ ン ガリ ー ･ 日本政府間科
学技術 プ ロ ジ ェ ク ト), M 且tthiasSipic zkl 教授 , ハ ン
ガリ ー 共和国デブ レ ツ ェ ン大学遺伝学数量 .
2) 川本 進 ,.大桶美佐子: cT汐iw occLLS n COfo r m n27∫の 細
胞周期解析 法に関する 研究, Radav sb, Vladishv 博
士, チ ェ コ 共和国パラ ツ キ ー 大学 .
3) 山口正視 : 石油分解放線菌の 微細形農学的研究 ,
Gyo rgyV虹gha 準教授, Gyo rgyBa rabas教授 , perlyige
Andr as準教授 , ハ ン か ) - 共和国デブ レ ツ ェ ン大学
医学部 .
4) 山口正視= 其薗の細胞骨格に関する細胞生物学的研
究, M arie Kope cka 準教授 , チ ェ コ 共和国 マ サ l) ク
大学医学部 .
5) Eidn eァ M. M orris,Jr. 博士 (ア メ リ カ 合衆国ビ ッ ツ
パ ー グ大学医学部分子遺伝学 ･ 生化学教室): 研究
討論の ため研究室を訪問. 204. 5. 2l.
共同利用研究 (国内)
1) 祥雲弘文 (東京大学 ･ 教授), 中村 顕 (筑波大学 ･
助教授), 高谷直樹
T
(筑波大学･ 辞師); 其蘭の低酸
素条件 へ の 適応機構.
2) 杉 田 隆 (明由 井科大学 ･ 講 師): 病 原性 酵母
TricbaJPO rO n a Sabl
'
i のバ イオフ ィ ル ム形成阻春.
3) 鈴木基文 (理化学研究所 ･ 先任研究員): MaZass e2dq
属酵母の分子系統及び保存に関する研免
4) 池田玲子 (明治薬科大学 ･ 助教授): 真菌細菌の 菌
種聞相互作用における微細構造.
5) 河野哲郎 (山梨大学 ･ 助教授): 括性汚泥におけ る
病原放線菌に関する研 免
6) 鈴木和男 (国立感染研究所 ･ 室長), 長尾脚口(国立
感染研究所 ･ 流動研究鼻), 中山俊恵 (千葉大学 ･ 教
授): 其菌分子誘導の 好中球活性化の微細構造解析,
7) 藤井貴明 (千葉大学 ･ 教授):高熱陸糸状菌775eT7 n M SCZZT
a m n ぬ に よ る酸化酵素類の生産と細胞内微細構造
の解析.
共同利用研究以外の国内共同研究
1) 奥田研爾 (横浜市大医 ･ 細菌学/大学院医 ･ 分子生
体防御学): 酵母の プ ロ テ オ ー ム 解析.
2) 平野 久 (横浜市大木原生 物学研究所/大学 院埋 :
平野 久): プ ロ テ オ ー ム 解析 一 癖態と生物機能に
関わる タ ン パ ク 質の網羅的解析 .
3)比 留 間 政 太 郎 (順 天 堂 大 医 ･ 皮)= 7 WEb申bybn
b n ∫u n n∫の 患者分離薗に つ い て の 研究.
4) 栃木直文 (千葉大学医学部): ヒ ト腫疹細胞に関す
る研究 .
5) 田仲可昌, 川連愛徳(筑波大学): 細胞性粘菌の オ ー
トフ ァ ジ ー に閑する研究.
6) 朴 明玉 (海洋バ イオ テ ク ノ ロ ジ ー 研究所): 海洋
細菌の バク テ T) オフ ァ ー ジに関する研究,
2 . 海外渡航
1) 川本 進 : ア メ リ カ 合 衆Blニ ュ ー オ ー リ ン ズ ,
A m eric a nSo cietyfo r Micr obiology, 104th Ge n e r al
M eeting に 出滞, 発#, 情報収集 の た め , 2004. 5.
23-27.
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2) 伊藤恵美子: ア イル ラ ン ドゴ ー ル ウ ェ イ大*,joint
F A O n O C/ W H O準 備 会, 渡 航 費 お よ び 滞在 費
(Irela nd Ma rin eln stitllte), 2004.6, 20.
3) 伊藤恵美子‥Ir ehnd Marin elrlStitute
,
Azaspiraddis olatio n
a ndto xic ology研究国際会読, 渡航 費お よ び滞在費
(hela nd Marineln stitute), 6 月 21 - 22日 , 2004. 6,
4) 伊藤恵美子: ノ ル ウ ェ ー 国立獣医学研究所,joint
F A O/I O C ∧Ⅵ1 0答申案作成会議 , 渡航費(W HO),
滞在費 (ノ ル ウ ェ - 政府), 9月26- 30 日, 2004.
学会等活動 (主催学会, 座長, コ ン ビ - チ - な ど)
1) 川本 進: N P O綜合画像研究支援 正 会員 (2004
年9月 - ).
2) 山口 正視 : N P O綜合画像研 究支援 研 究協力者
(2004年9月 -).
教育活動
学位
1) Drivinya Antr a:大学院医学研究科修了ならびに医学
博士取得 (3月), Co n stru ction of且 COmPlete U M 5
deletion stmin a ndits tlS efo r mole culargenetic sttldyin
物 加 occw nc ofw m a n ∫(竹尾藻軌 清水公徳).
2) 関根千晶: 横浜市立大学大学院医学研究科医科学専
攻修士課程修了ならびに 医科学修士取得 ( 川本
進).
授業
川本 進: 横浜市立大学医学部/大学院医学研究科 (初
菌学 , 分子生体防御学), 横蔭市立大学看護榎細大学
部 (微生物学).
山 口正視: 千葉大学大学院医学研究科(其菌細胞生物学 ,
超微形態学), 千葉大学大学院自然科学研究科後期課
程 (生命機構学, 高次生体制御学 , 形態応答学), 医学
部4年次医学生命科学特論 ･ 研究, 医学部基礎配属2
名受け入れ (山本智史, 渡辺悠人, 他に森 健 一 , 藤
原英記, 4月5日 - 5月7日).
(2004. 1 .17).
セ ンタ ー 講習会
山口正視 : 第18回病原其菌講習会講師｢ 電顕による其
蘭細胞観察+(2004. 7 . 27).
外部資金
科学研究費
1) 山口正視 (代表): 基盤研究C 16570048病原酵母
クリプト コ ツ カ ス の 細胞周期における紡錘極体と微
小管の 動態に関する研究, 平成16- 18年度 (平成
16年度は150万円).
2) 山口正視 (分担); 特定領域 感染と宿主応答の 分子
基軌 病原性兵営カ ンジ ダ属 にお ける誘導型プ ロ
モ ー タ ー を用 いた感染分子機構の 網羅的研究 (代表
知花椿胎).
3) 清水公徳 (代表): 若手研究 (B) 1579022O満席其
薗クリプトコ ッ ク ス の シ グナ ル伝達系に関するゲ ノ
ム科学および分子遺伝学的研究 平成15 - 16年度
(平成16年度はア0万円)･
ナショナル/1イオリソ ー スプロジ ェ クト 一 癖原敬生物
1) 川本 進 (分担), 清水公徳 (分担), 山口正視 (分
担)‥ 遺伝資源化に向けたC7#bcoECu S nゆ r m G nJの 遺
伝子ク ロ ー ニ ングと構造解析, 100万円.
その他研究助成
1) 川本 進: 平成 16年度千葉大学重点経費事業萌芽
的研究A: 線虫を適用した真菌の 病原性解析の新手
法開発, 150万円.
2) 清水公徳: 永井学術 ･ 教育国際交流基金国際研究集
会若手研究員派遣事業, 15 万円.
社会活動
テ レ ビ
1) 山口正視: N H王(教 育テ レ ビ ｢科学大好き土曜塾+
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